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HPLC를 이용한 다류 중 카페인, 테오브로민과 테오필린
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Abstract This study was aimed at investigating the natural occurrence of caffeine, theobromine, and theophylline in tea
leaves. Sample clean-up was based on a simple solid phase extraction (SPE) treatment, and simultaneous analysis was
performed by high performance liquid chromatography (HPLC). This method showed good results in terms of linearity,
recovery, precision, limit of detection (LOD), and limit of quantitation (LOQ). The caffeine, theobromine, and theophylline
contents of tea leaves (n = 228) ranged from 5.4 to 58.2 mg/g, from not detected to 11.2 mg/g, and from not detected to
0.7 mg/g, respectively. The results obtained in this study can be used as fundamental data of caffeine, theobromine, and
theophylline contents in tea leaves.
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서 론

카페인(caffeine)은 냄새가 없는 침상의 결정으로 120-178oC에

서 승화되며, 세계적으로 연령에 상관없이 즐겨 마시는 커피

(coffee), 홍차(black tea), 녹차(green tea), 코코아(cocoa), 콜라(cola)

등에 함유 되어 있는 성분이다. 1820년 독일의 화학자 루게(Ruge)

에 의해 처음으로 발견되었으며, 커피의 화학적 화합물 중 하나

로 kaffeine이라 명하고 영문명으로 caffeine이 되었다. 1827년 오

드리(Odry)가 차에서도 카페인을 발견하여 테인(theine)이라고 불

렀으나 커피의 카페인과 동일함을 밝혔다(1). 카페인의 대사과정

은 식물체 내에서 테오필린(theophylline)으로 이화되어 빠르게 이

산화탄소(CO2)로 분해되거나, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas

putida, Serratia marcescens를 포함한 카페인 분해 세균 내에서 식

물체와 다르게 테오브로민(theobromine)으로 이화되어 이산화탄소

(CO2)와 암모니아(NH3)로 분해된다(2).

카페인은 하루 0.1-0.2 g 섭취 시 각성효과, 피로의 감소 등의

긍정적인 측면이 나타나지만 1.0 g 이상 섭취 할 경우 불안, 불

면, 감정의 변화, 위장장애 등의 부정적인 측면이 초래될 수 있

다. 카페인 과량 섭취 시 부작용을 예방하기 위하여 식품의약품

안전처에서는 2013년 1월 1일부터 카페인 함량이 mL 당 0.15

mg 이상을 함유하는 액상제품에 대해 카페인 함량을 의무적으로

표시하도록 하고 있다. 또한, 우리나라의 카페인 최대 일일섭취

권고량은 어린이·청소년 2.5mg/kg·bw 이하, 성인 400mg 이하,

임산부 300 mg 이하로 정하여 어린이, 청소년 등이 카페인에 과

다 노출되지 않도록 하고 있다(3). 그러나 카페인과 유사한 특성

을 지니고 있는 테오브로민과 테오필린은 식품에 대한 기준은 없

으나 향후 식품에 대한 안전관리 차원에서 함께 조사해 볼 필요

성이 있다.

카페인의 국제적인 공인분석법은 AOAC 방법(4)에 등재되어있

다. 또한 정량법으로 전위차적정법(5), 흡광광도법(6), 가스크로마

토그래피법(7), 고속액체크로마토그래피법(8-12) 등이 보고되어 있

다. 하지만 이 중 전위차 적정법과 흡광광도법, 가스크로마토그

래피법은 시료 중의 카페인을 추출하는 전처리 과정이 장시간 소

모되고 비교적 복잡하여 다수의 시료를 신속하게 분석하는데 어

려운 단점이 있다. 고속액체크로마토그래피(HPLC) 방법의 경우

시료 중의 카페인, 테오브로민과 테오필린을 동시 분석하는 것이

가능하다(13). 그러나 시료 특성에 따라 전처리 조건 및 기기분

석 조건이 달라지므로 적절한 방법을 확립할 필요성이 있다.

다류 중 국내 카페인 함유량 조사현황으로는 녹차에서 26.1

mg/g, 홍차에서 16.7 mg/g, 우롱차에서 11.3 mg/g으로 조사되었으

며(1), 국외 카페인 함유량 조사현황으로 FDA (Food and Drug

Administration) 문헌(14)에서는 천연원료인 차나무(Camellia sinen-

sis), 마테나무(Ilex paraguarinsis) 등에 카페인이 함유되어 있다고

보고하였으며, 함유량을 보면 찻잎에 4%, 마테에서 0.3-1.7%의

카페인을 함유하고 있고, 0.3-0.9%의 테오브로민을 함유하고 있

었다. Komes 등(15)은 차와 마테차에서의 카페인 함유량을 연구
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한 결과 백차 3.62%, 황차 3.18%, 홍차 2.79%, 우롱차 2.77%, 녹

차 2.35%, 마테차 1.02%의 카페인을 함유하고 있다고 보고하였

다. Zuo 등(16)은 보이차에서 22.4 mg/g, 녹차에서 23.0-26.8 mg/g,

우롱차에서 7.44-18.7 mg/g, 홍차에서 21.6 mg/g의 카페인을 함유

한다고 보고하였다. 이러한 다류 중 카페인, 테오브로민, 테오필

린 함량 조사 연구는 국내에서 뿐만 아니라 국외에서도 연구 현

황이 많지 않아서 국산 및 수입산 다류에 대한 함량 조사 연구

가 필요하다.

따라서 본 연구에서는 신속하고 정확한 함량조사 연구를 위하

여 고속액체크로마토그래프를 이용한 다류 중 카페인, 테오브로

민, 테오필린 동시분석법을 확립하고 녹차, 홍차, 마테 등을 포함

하는 다류 중 카페인 함량조사 연구를 진행하였다. 또한 이러한

결과를 바탕으로 다류 중 카페인 함유량에 대한 천연유래 여부

판단을 위한 기초자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

분석대상 시료

녹차, 홍차, 보이차, 마테 등을 분석대상 시료로 하여 주요 산

지 및 유통 현황을 파악하여 228건을 구입하였다. 시료는 100 g

씩 균질화하여 밀폐용기에 담아 −20oC 이하에서 냉동보관 후 분

석에 사용하였다.

시약 및 초자

카페인 함량 모니터링 분석을 위해 사용된 카페인(caffeien), 테

오브로민(theobromine), 테오필린(theophylline) 표준품은 Sigma-

Aldrich사(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 모든

실험에 사용된 메탄올은 Merck사(Darmstadt, Germany), 아세트산

은 Wako사(Osaka, Japan) 제품을 사용하였으며 정제수는 Mili-Q

ultrapure water purification system (Milipore Co., Billerica, Massa-

chusetts, USA)을 이용하여 18MΩ-cm 수준으로 정제된 정제수를

사용하였다. 정제과정에서 사용한 카트리지(cartridge)는 C18 카트

리지(6 mL, 500 mg, Waters, Milford, MA, USA)이며, HPLC 주

입 전 Whatman사(London, UK)의 nylon, 0.45 µm syringe filter

를 이용하여 정제하였다.

표준용액 조제

표준원액(stock standard solution)을 조제하기 위하여 표준물질

100 mg을 정밀히 칭량하여 메스 플라스크에 넣고, 증류수를 첨가

하여 완전히 녹인 후 100 mL로 정용하여 1,000mg/L가 되도록

하였다. 검량선 작성을 위한 표준용액(working standard solution)

조제는 표준 원액을 이동상(메탄올(methanol):아세트산(acetic acid)

:물(water)=20:1:79, v/v)으로 희석하여 카페인 0.05-50mg/L이 되

도록 사용하였고, 테오브로민과 테오필린은 0.005-50mg/L의 농

도로 희석하여 사용하였다. 

전처리 방법

시료 1 g에 증류수 300 mL를 넣고 90-95oC에서 10분 동안 환

류 냉각 추출하여 여과지(Whatman No. 4)로 여과한 용액을 500

mL로 정량하여 추출액으로 사용하였으며, 추출액은 식품 중 식

품첨가물 분석법에 수재되어 있는 카페인 분석방법(17)을 참고하

여 C18 카트리지를 사용한 SPE (solid-phase-extraction) 정제 과정

을 거쳐 0.45 µm syringe filter로 여과하여 시험용액으로 사용하

였다(Fig. 1).

기기 및 분석조건

카페인, 테오브로민과 테오필린을 분석하기 위하여 HPLC-PDA

(high performance liquid chromatography-photodiode array detec-

tor, Shiseido Fine Chemicals, Tokyo, Japan)를 사용하였으며, 분석

에 사용한 컬럼은 Shiseido사(Tokyo, Japan)의 Capcellpak UG120

C18 (250×4.6 mm, 5 µm)이며, 이동상은 메탄올과 아세트산, 그리

고 물을 20:1:79 (v/v)로 조제하여 사용하였다. 이동상의 유속은

1.0 mL/min, 컬럼 온도는 40oC, 파장 조건으로 280 nm, 총 분석시

간은 15분, 시료 주입량은 10 µL로 설정하였다(Table 1).

시험법 유효성 검증

시험법의 유효성 검증을 위하여 직선성(linearity), 검출한계(limit

of detection)와 정량한계(limit of quantitation), 회수율(recovery),

정밀성(precision)을 평가하였다. 유효성 검증에 관련된 실험은 모

두 3반복으로 수행하였다. 카페인은 0.05-50mg/kg, 테오브로민과

테오필린은 0.005-5 mg/kg의 농도에서 직선성을 평가하였으며, 각

농도별로 세기(intensity)를 측정하여 검량선을 작성하였다. 직선

성의 결과는 상관계수(correlation coefficient, r2)로 표현하였다. 검

출한계와 정량한계는 3.3×σ/s, 10×σ/s (σ: standard deviation, s:

slop)로 기준을 구하였다. 동일한 분석물질에 대한 실험환경에 따

른 변화를 확인하기 위하여 일내(intra-day) 정밀도와 일간(inter-

day) 정밀도를 측정하였다. 일내 정밀도는 1일간 3회 반복하여 얻

Fig. 1. Sample preparation for the analysis of caffeine, theobromine

and theophylline.

Table 1. HPLC-PDA operating conditions for the determination

of caffeine, theobromine and theophylline

Parameter Condition

Instrument
HPLC-PDA
(Nanospace SI-2, Shiseido, Tokyo, Japan)

Column
Capcell-Pak UG120 C18

(5 µm, 4.6 mm×250 mm I.D., Shieseido)

Mobile phase
Methanol:acetic acid:water=
20:1:79 (v/v)

Column temperature 40oC

Wavelength 280 nm

Injection volume 10 µL

Flow rate 1.0 mL/min
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은 회수율의 표준편차를 평균치로 나눈 상대표준편차(RSD, %)로

나타내었으며, 일간 정밀도는 3일 동안 매일 3반복하여 얻은 회

수율의 표준편차를 평균치로 나눈 상대표준편차(RSD, %)로 나타

내었다. 분석방법의 정확한 평가를 위한 지표성분의 회수율 시험

은 전처리 후 시험용액의 농도가 카페인 1, 10, 20 mg/kg, 테오브

로민과 테오필린 0.1, 1.5, 3 mg/kg 되도록 조제하여 디카페인 루

이보스차 시료에 첨가한 후 전처리 과정을 거쳐 3회씩 분석하여

각 농도를 구한 다음 첨가 농도 대비 회수된 농도를 계산하여 회

수율을 측정하였다.

결과 및 고찰

전처리법 검토

전처리 방법은 추출용매와 온도조건을 검토하여 최적 추출조

건을 검토하였다. 용매별로 추출 조건을 검토한 결과 물, 아세톤,

에탄올, 아세토나이트릴, 메탄올 중 물로 추출하였을 때 가장 우

수하였으며(Fig. 2), 그 결과를 바탕으로 물로 추출하였을 때의 추

출 온도는 90-95oC에서 회수율이 96-98%로 가장 높게 나타났다

(Fig. 3). 또한 카페인, 테오브로민, 테오필린을 동시분석 한 결과,

Fig. 4A-4B와 같이 각 성분들이 다른 피크의 간섭없이 분리되었

으며, 표준용액과 시료의 피크 머무름 시간이 일치하는 것을 확

인 할 수 있었다.

직선성, 검출한계, 정량한계 및 정밀도

카페인, 테오브로민과 테오필린의 직선성은 상관계수(r2) 값이

0.999 이상이었으며, 검출한계는 각각 0.01, 0.005, 0.006mg/kg, 정

량한계는 각각 0.04, 0.02, 0.02 mg/kg으로 측정되었다(Table 2). 회

수율은 카페인 92.5-101.9%, 테오브로민 102.5-103.3%, 테오필린

102.3-108.0%이었으며 반복측정에 따른 RSD (%) 값은 8% 이내

로 양호한 결과를 보였다(Table 3). 정밀도는 NIST사(Gaithersburg,

MD, USA)에서 구입한 녹차잎 표준품 SRM (standard reference

material)으로 1일 3회 반복 실험한 결과 회수율이 카페인은

Fig. 3. Effect of extraction water temperatures on the recovery of
caffeine in green tea; 70-100oC. 

Fig. 2. Effect of extraction solvents on the recovery of caffeine in
green tea; water, 25% acetone, 80% ethanol, 50% acetonitrile,

methanol.

Fig. 4. HPLC-PDA chromatogram of the standard solution mixture and Pu’er tea leave containing caffeine, theobromine and

theophylline at 280 nm under experimental conditions; (A) standard solution mixture, (B) Pu’er tea leave extraction.
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102.1%, 테오브로민은 106.5%이었으며, 3일간 서로 다른 날에 반

복하여 분석한 결과 카페인은 99.1%, 테오브로민은 106.5%로 양

호하였다(Table 4).

다류 중 천연유래 카페인, 테오브로민과 테오필린 함유량 조사

국내 유통되고 있는 녹차, 홍차, 보이차, 우롱차 등 228건의 시

료를 구입하여 다류 중 천연유래 카페인, 테오브로민과 테오필린

의 함유량을 조사하였다(Table 5). 분석 결과 평균 카페인 함량은

녹차에서 25.1±6.5 mg/g, 홍차 31.8±7.0 mg/g, 보이차 31.7±6.7

mg/g, 우롱차 25.5±7.1 mg/g, 황차 29.5±7.0 mg/g, 백차 39.1±9.9

mg/g, 마테 13.7±7.9 mg/g이 검출되었다. 이러한 결과는 Komes 등

(15)의 연구결과에서처럼 다른 차에 비하여 마테차의 카페인함량

이 대부분 적게 검출되었으며 백차의 평균 카페인 함량이 가장

높게 검출되었다. 또한 Chen 등(18)의 연구결과와 녹차, 우롱차,

황차, 보이차, 홍차의 카페인함량은 유사하였으나 백차는 더 높

게 검출되었다. 테오브로민 함량은 녹차에서 0.9±0.7 mg/g, 홍차

1.6±0.8 mg/g, 보이차 2.0±1.1 mg/g, 우롱차 0.8±0.5 mg/g, 황차

0.8±0.7mg/g, 백차 4.2±3.7mg/g, 마테 1.6±1.4mg/g이 검출되었다.

테오필린 분석 결과 평균 녹차에서 0.003±0.02 mg/g, 홍차 0.1±0.1

mg/g, 보이차 0.1±0.2 mg/g, 우롱차 0.1±0.1 mg/g, 황차 0.01±0.01

mg/g, 백차 0.1±0.1 mg/g, 마테 0.04±0.10 mg/g이 검출되었다.

Chen 등(18)의 연구결과에서는 테오필린은 검출되지 않았으며, 테

오브로민이 보이차와 황차에서 다른 차에 비하여 높게 검출되었

으나 이번 연구 결과에서는 백차에서 가장 높게 검출되었고 테

오필린 또한 미량 검출되었다. 이러한 결과 값의 차이는 추출방

법과 생산 지역의 차이 때문인 것으로 판단된다. 또한 다류에서

는 카페인, 테오브로민, 테오필린 순으로 함유량이 높음을 알 수

있었다.

요 약

본 연구는 다류 중 천연으로 카페인을 함유하고 있는 식물성

원료를 중심으로 천연유래 카페인, 테오브로민, 테오필린 함유량

을 조사하였다. 물을 이용하여 환류냉각 방식으로 추출하였으며,

Table 2. Linearity, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of caffeine, theobromine and theophylline by HPLC-PDA

Compounds Calibration curve1)2) r2 LOD3) (mg/kg) LOQ4) (mg/kg)

Caffeine Y=10089X+11218 0.9997 0.01 0.04

Theobromine Y=95028X+1813 0.9992 0.005 0.02

Theophylline Y=94932X+2214 0.9990 0.006 0.02

1)Standard concentration used in calibration curve ware caffeine 0.05, 0.5, 1, 5, 12.5, 25, 50 mg/kg and theobromine and theophylline 0.005, 0.05,
0.1, 0.5, 1.25, 2.5, 5 mg/kg.
2)X: concentration (mg/L), Y: peak area.
3)Limit of detection=3.3 σ/S.
4)Limit of quantitation=10 σ/S.
 σ=the standard deviation of the response
 S=the slope of the calibration curve

Table 3. Recoveries of caffeine, theobromine and theophylline in
rooibos tea by HPLC-PDA

Compounds
Spiked concentration

(mg/kg)

Recovery1) (%)

Mean±RSD

Caffeine

1 92.5±3.8 

10 99.7±3.5

20 101.9±1.6 

Theobromine

0.1 103.3±7.9 

1.5 102.5±2.8 

3 102.6±3.8 

Theophylline

0.1 108.0±5.5 

1.5 102.3±1.9

3 103.5±3.4

1)Mean values of triplicates with relative standard deviation.

Table 5. The contents of individual caffeine, theobromine and theophylline in tea leaves

Samples No.
Caffeine (mg/g) Theobromine (mg/g) Theophylline (mg/g)

Range Concentration1) Range Concentration Range Concentration

Green tea 71 6.0-56.2 25.1±6.5 0.1-2.9 0.9±0.7 ND2)-0.1 0.003±0.020

Black tea 68 19.8-46.1 31.8±7.0 0.5-4.1 1.6±0.8 ND-0.5 0.1±0.1

Pu’re tea 38 15.7-46.0 31.7±6.7 0.3-4.6 2.0±1.1 ND-0.7 0.1±0.2

Oolong tea 16 20.0-40.1 25.5±7.1 ND-2.3 0.8±0.5 ND-0.4 0.1±0.1

Yellow tea 12 12.7-35.1 29.5±7.0 0.2-2.2 0.8±0.7 ND-0.03 0.01±0.01

White tea 11 26.4-58.2 39.1±9.9 0.5-11.2 4.2±3.7 ND-0.3 0.1±0.1

Mate 12 5.4-37.7 13.7±7.9 0.1-5.7 1.6±1.4 ND-0.4 0.04±0.10

1)The values are mean±standard deviation.
2)ND: not detected.

Table 4. Precision of caffeine and theobromine from green tea

leaves SRM 32541)

Certification
(mg/g)

Recovery2) (%)

Intra-day Inter-day

Caffeine 23.50±1.85 102.1±1.6 99.1±3.2

Theobromine 0.46±0.05 106.5±2.0 106.5±2.0

1)SRM 3254: standard reference material (NIST).
2)Mean values of triplicates with relative standard deviation.
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추출액은 SPE (C18 카트리지)를 이용하여 정제하는 전처리 방법

을 확립하였다. 분석방법의 유효성 검증을 위하여 직선성, 검출한

계, 정량한계, 회수율 등을 측정하여 HPLC를 이용한 동시 분석

법의 유효성을 확인하였다. 확립된 방법으로 다류 중 천연유래

카페인 함량을 측정하기 위하여 228건의 시료를 수거하여 분석

한 결과 카페인은 5.4-58.2 mg/g의 범위로 검출되었으며, 테오브

로민은 ND-11.2 mg/g의 범위로 검출되었고 테오필린은 ND-0.7 mg/

g의 범위로 검출되었다. 본 연구결과를 통하여 다류 중 천연유래

카페인, 테오브로민과 테오필린 함유량을 확인 할 수 있었으며

그 결과를 바탕으로 식품 중 카페인의 천연유래 여부 판단 시 근

거자료로 활용될 수 있는 것으로 사료된다.
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